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(54) Title: DETERMINATION OF TRIGLYCERIDE CONTAINED IN A LIPOPROTEIN 

(54) Bezeichnung: BESTTMMUNG VON IN LIPOPROTEIN ENTHALTENEM TRIGLYCERID 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for determining triglyceride contained in a lipoprotein. The method comprises the measures such 
that the lipoprotein containing triglyceride is reacted with a non-ionic surface active agent constructed out of a block copolymer of propylene 
oxide and ethylene oxide, and a triglyceride determination method is carried out The agents for the above mentioned method steps are 
combined as components to form a diagnostic product. The method and the diagnostic product are especially suited for in-vitro diagnosis 
of vascular diseases, especially for detecting coronary cardiac disease. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein Verfahren zur Bestimmung von in Lipoprotein enthaltenem Triglycerid mit den Mafinahmen, dafi Triglyc- 
erid-haltiges Lipoprotein mit einem nicht-ionischen oberflachenaktiven Mittel, welches aus einern Block-Copolymeren von Propylenoxid 
und Ethylenoxid aufgebaut ist, umgesetzt wird, und daB eine Triclycerid^-Bestimmungsmethode durchgefuhrt wird. In einem Diagnos- 
tik-Produkt sind die Mittel for die vorstehend genannten Verfahrensschritte als Bestandteile zusammengefafit Das Verfahren und das 
Diagnostik-Produkt eighen sich besonders zur In-yitro-Diagnose von GefaBerkrankungen, insbesondere bei der Erfassung der koronaren 
Herzkrankheit. 
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BESTIMMUNG VON IN LIPOPROTEIN ENTHALTENEM TR1GLYCERID 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren bzw. ein 
Diagnostik-Produkt zur Bestimmung von in Lipoprotein 
enthaltenem Triglycerid. 



Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist nach wie vor in den 
westlichen Industrienationen die Haupttodesursache . Wahrend 
die Bedeutung.des Cholesterins als Risikofaktor fur die 
koronare Herzkrankheit allgemein anerkannt ist, wird in 
diesem Zusammenhang auch die Beurteilung von Protein- 
assoziierten Triglyceride^ insbesondere der im Blutserum 
vorliegenden Lipoproteine, in Betracht gezogen. 

Die Aufteilung von Lipoproteinf raktionen erfolgt in der Kegel 
auf der .Basis unterschiedlicher Dichte in Lipoproteine mit 
sehr. niedriger Dichte («very : low density lipoproteins", im 
folgenden VLDL abgektlrzt) , Lipoproteine mit niedriger Dichte 
Plow density lipoproteins", LDL) und Lipoproteine mit hoher 
Dichte ("high density lipoproteins", HDL) . 

Eine weitere spezif izierte Lipoproteinklasse ist diejenige 
der Chylomicron (CM) . .. 

Dariiberhinaus konnen die Lipoproteine in weitere Sub- 
f raktionen eingeteilt werden. Unter diesen besitzen besonders 
die « intermediate density proteins" (IDL) und die "small 
dense LDL" eine grofie Bedeutung ftir die Entstehung der KHK. 
Die genannten, beiden Subf raktionen der LDL sind besonders 
triglyceridreich, so dafi die LDL-Triglyceride beztlglich des 
KHK-Risikos aussagekraf tiger als das etablierte LDL- 
Cholesterin sind. 

Fur die Diagnosestellung von Gef aBerkrankungen, wie der 
koronaren Herzkrankheit, der peripheren arteriellen 
Verschluflkrankheit und mikro- bzw. makroangiopathischen 
Veranderungen, ist der Triglyceridgehalt in den einzelnen 
Lipoproteinfraktionen sowie die relativen Gehaltsmengen in 
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den Lipoproteinfraktionen untereinander von Bedeutung. 
Insbesondere fiir die LDL-Fraktion wird angenommen, daB em 
hoher Triglyceridgehalt mit der koronaren Herzkrankhext 
assoziiert ist. 

Herkommliche Verfahren zur Bestimmung von in Lipoprotein 
enthaltenem Triglycerid beruhen im wesentlichen auf exnem 
zweistuf igen ProzeB. 

Zunachst wird ein Fraktionierungsschritt durchgef uhrt, urn dxe 
10 jeweiligen Lipoprotein! raktionen - mbglichst spezifisch - 
aufzutrennen: Danach wird ein Schritt zur Bestimmung von 
Triglycerid in den ' dementsprechend auf getrehnten Lipoprotexn- 
f raktionen durchgef uhrt . 

Fttr den Fraktionierungsschritt stehen unterschiedliche 

15 Methoden zur Verfiigung. 

Die Prazipitationsmethode ist in erster Linie auf die 
Bestimmung des Triglyceridgehalts in Lipoproteinen hoher 
Dichte (HDL) ausgelegt. Die selective Prazipxtierung von, LDL- 
Triglyceriden ist zwar versucht wbrden . Jedoch hat sich dxe 
20 reine Prazipitationsmethode als ungeeignet erwiesen, da 
betrachtliche Mengen an VLDL mit der LDL-Fraktion co- 
prazipitieren, so dafi eine Diff erenzierung des Triglycerxd- 
gehalts in den jeweiligen Lipoproteinen nur schlecht moglxch 
ist <s. R. Siekmeier et al. in Clin. Chim. Acta 177, S. 231 
25 (1988), R. Siekmeier et al. in Clin. Chem. 36, S. 2109-2113 
(1990), und M. Nauck et al. in Klin. Lab. 40, S. 167-176 
(1994)). 

Daher wurden LDL-Triglyceride in der Praxis mittels 
sequentieller Ultrazentrifugation ihrer Dichte entsprechend 
30 in der Ultrazentrifuge, wobei sich die Dauer bis zum Erhalt 
der LDL-Fraktion auf 48 Stunden belauft, oder durch ein 
verkurztes, kombiniertes Verfahren aus Ultrazentrifugation 
und Prazipitation bestimmt. 

Bei der letztgenannten, relativ selektiven Auftrennung wird 
zunachst die VLDL-Fraktion mit der Ultrazentrifuge abgetrennt 
(Dauer etwa 24 h) , und dann wird die verbleibende LDL- 
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Fraktion mehr oder weniger selektiv durch geeignete Agentien 
gefallt (Manual of Laboratory Operation, DHEW No. (NIH) 75- 
628 National Heart and Lung Institute; Lipid Research Clinics 
Program, Bethesda, MD, USA, S. 1-74 (1979)). 

Daraufhin wird aus der Triglycerid-Konzentration vor und nach 
der LDL-Prazipitation die Menge an LDL-Triglyceriden rech- 
nerisch ermittelt. 

Eine weitere Fraktionierungsmethode bietet die elektro- 
phoretische Auftrennung der Lipoproteine in einer geeigneten 
Tragermatrix, beipielsweise einem Agarose-Gel, wie in der DE 
195 20 210 Al beschrieben. : 



Allgemeine Nachteile dieser herkommlichen Verfahren zur 
spezif i'schen Bestimmurig voh Triglyceriden in Lipoprotein- . 

15 f raktioneri ergeben sich daraus, daB die Fraktiqnierungs- 
schritte sowohl arbeits- als '' aUch zeitintensiv sind. Auch 
lassen sich diese herkommlichen Methoden schlecht bzw. 
uberhaupt nicht automatisieren. Ohne einen r solchen Fraktio- 
nierungsschritt ist jedoch die diagnostische Aussage auf der 

20 Basis von Lipbprotein-assoziierten Triglyceriden als 

Risikofaktor fur Gefafikrankheiten praktisch nicht verfiigbar, 
da erst die selektive Zuweisug des Triglyceridgehaltes zu 
einzelnen bzw. unterschiedlichen Lipoproteinf raktionen eine 
aussagekraftige Risikobeurteilung zul&Bt. Siehtman insbe- 

25 sondere die LDL-Triglycerid-Konzentration als besonders 

aussagekraftig fur die Prevention der koronaren Herzkrank- 
heiten an, so ist gerade die routinemaBige Erf assung bzw. 
Bestimmung der LDL-Triglyceride erwtinscht. 

30 Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, ein ein- 

faches, schnelles und zuverlassiges Verfahren zur Bestimmung 
von in Lipoprotein enthaltenem Triglycerid zur Verfugung zu 
stellen, wobei eine mOglichst gute Selektivitat hinsichtlich 
der einzelnen Lipoproteinf raktionen, insbesondere hinsicht- 

35 lich des diagnostisch besonders aussagekraf tigen LDL- 
Triglyceridgehalts, ermaglicht wird. 
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Diese Aufgabe wird durch ein Verf ahren zur Bestimmung von in 
Lipoprotein enthaltenem Triglycerid mit den folgenden 

Maiinahmen gelost: • ; 

a) Umsetzen von Triglycerid-haltigem Lipoprotein mxt emem 
nicht-ionischen oberf lachenaktiven Mittel, welches aus 
einem Block-Copolymeren von Propylenoxid und Ethylenoxid 

aufgebaut ist, und 

b) Durchfiihren einer Triglycerid-Bestimmungsmethode ... 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erf indung bestehen in 
einem zur Durchfuhrung dieses vorstehend genannten Verfahrens 
besonders angepaBten Diagnostik-Produkts : gemaB Anspruch 18, 
sowie in der Verwendung des vorstehend genannten Verf ahr ens 
bzw. des Diagnostik-Produkts zur m-vitro-Diagnose von 
Gef aBerkrankungen gemaB Anspruch 34 . 

Erfindungsgemafi wurde uberraschend , f estgestellt, daB der 
Einsatz von aus Polypropylenoxid-Einheiten und Poly- 
ethylenoxid-Einheiteh aufgebauten Block-Copolymeren als em 
besonderer Typ von nicht-ionischen oberf lachenaktiven Mitteln 
eine ausgezeichnete Selektivitat der Triglycerid-Bestimmung 
in Bezug auf eine einzige Oder bestimmte Klassen von Lipo- 
proteinfraktionen zuiaBt. Eine besonders hohe SelektivitSt 
durch den Einsatz der. Polyoxypropylen-Polyoxyethylen-Block- 
Copolymeren <im folgenden POP-POE abgektirzt) wird gegenuber 
der LDL-Lipoproteinfraktion erhalten, so daB das erfindungs- 
gemaBe Verf ahren zur selektiven Bestimmung von LDL-Trx- 
glycerid besonders gut geeignet ist. Gerade eine solche 
selektivitat zur Bestimmung von Triglycerid aus LDL- 
Lipoprotein macht die Diagnostik ftir das hier betreffende 
Gebiet besonders aussagekraf tig . 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung besteht darin, daB dxe 
Differenzierung nach Lipoproteinfraktionen aus homogener 
LSsung erfolgt. Eines speziellen Fraktionierungsschrittes, 
wie es nach den herkdmmlichen, eingangs beschriebenen 
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Verfahren erforderlich war, ist daher im erf indungsgemaBen 
Verfahren nicht mehr notwendig. Insbesondere ist kein 
Fallungsschritt zur Abtrennung bestimmter Llpoprotein- 
f raktionen erforderlich, so daB die Best immung von 
Triglycerid ohne Zentrif ugationsschr itt erf olgen kann . 
Da ferner durch den Einsatz des speziellen nicht-ionischen 
oberflSchenaktiven Mittels eine Trubung der homogenen Losung 
vermieden werden kann, ist es moglich, die Triglyceridmenge 
aus der selektiv solubilisierten Lipoproteinf raktion auf 
einfache und schnelle Weise direkt zu bestimmen und zu 
quantifizieren. Dies macht das erf indungsgemaBe Verfahren als 
leicht aUtomatisierbares System besonders gut der 
Routinediagnostik zuganglich. 

Als Grundlage f tir diese vorteilhaf ten Wirkungen wird 
vermutet, daB der Einsatz von POP-POE als nicht-ionisches 
oberfiachenaktives Mittel ein selektives Solubilisieren 
bestimmter Lipoproteinf raktionen ermogiicht, so daB das 
ursprtinglich mit dieser Lipoproteinf raktion assoziierte 
Triglycerid gegenuber den Bestimmungs- und Nachweisreagentien 
fur Triglycerid zuganglich und reaktiv gemacht wird, wohin- 
gegen aridere Lipoproteinf raktionen weniger stark bis gar 
nicht solubilisiert werden und somit das dort enthaltene 
Triglycerid einer Bestimmung und Quantif izierung nicht, 
zuganglich ist. Die Selektivitat gegenuber den einzelnen 
Lipoproteinf raktionen kann je nach Wunsch uber die Zu- 
sammensetzung des POP-POE-Block-Copolymeren eingestellt 
werden. Beriicksichtigt man, daB ein derartiges Block- 
Copolymer aus einem relativ hydrophilen Block A mit Ethylen- 
oxid-Einheiten und einem relativ hydrophoben Block B mit 
Propylenoxid-Monomeren aufgebaut sind, lassen sich durch 
Variation der Blockeinheiten, sowohl innerhalb der jeweiligen 
Blockeinheit A bzw. B als auch im Verhaltnis dieser Einheiten 
zueinander, bestimmte Block-Copolymere herausbilden, die dann 
eine gewtlnschte Selektivitat zur Solubilisierung eines spezi- 
fischen Lipoproteins oder einer Gruppe zweier Lipoprotein- 
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klassen erzeugen. Geeignete Einf luflgroAen sind hierbei der 
Polymerisationsgrad bzw. die Polymerisationslange innerhalb 
der einzelnen Blockeinheiten A oder B und die Anordnung und 
Proportionierung der Blockeinheiten zum Gesamtcopolymeren. 
Ein Gesarntiiberbiick uber Block-Copolymere von Propylenoxid 
und Etnylenoxid, wor aus die dann zur Solubilisierung 
einzelher LipOproteinf raktionen geeignet en, Materialmen 
ausgewahlt werdeh konnen, ergibt sich aus den Obersichts- 
artikeln von I.R. Schmolka in J . ; Am . Oi 1 Chem . Soc.. 54, 
S. 110 (1977), M.A. Plant in R.D.. ; Karsa, (Hrg.) : "Industrial 
Applications of Surfactants-, The Royal Society ?f, Chemistry, 
London, S. 318-332 (1986) und . K. Kosswig , in "Ullmann" s 
Encyclopedia of Industrial Chemistry", Vol. A 25, S. 747-817, 
surfactants", insbesondere Kapitel 10.1 (1994), wobei 
letztgenannte Literaturstelle auch eine Liste der in Frage 
kommendeh Hersteller angibt. 

Da die diagnostische Aussagekraft durch eine selektive 
Bestimuung von LDL^assoziiertem Triglycerid. besonders gut 
ist, Werden im folgenden die POP-POE-Block-Copolymermateria- 
lien riaher beschrieben, die sich durch eine ausgezeichnete 
Selektivitat der Solubilisierung von LDL und der damit 
zusammenhangenden Zuganglichmachung von LDL-assoziiertem 
Triglycerid gegenuber Bestimmungs- und Nachweisreagentien 

aus ze i chnen . '•• 
Nach dieser bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden 
Erfindung besteht das Block-Copolymer aus einem Triblock- 
Copolymeren A-B-A von Polyoxyethylen-BlOcken A und einem 
zentralen Polyoxypropylen^Block B. Es hat sich heraus- 
gestellt, dafi sich eine besonders hohe Selektivitat zur 
Bestimmung von LDL-Triglycerid dann ergibt, wenn das 
Molekulargewicht des POP-POE-Triblockpolymeren A-B-A im 
Bereich von 1.000 bis 8.000 liegt. Ferner wirkt sich 
besonders gunstig die Beachtung des Verhaltnisses aus dem 
zentralen hydrophoben Blockbestandteil B zu den endstandigen 
hydrophilen Blockbestandteilen A aus. Es wurde festgestellt, 
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dafi die Selektivitat zur sJlubilisierung von LDL-Triglycerid 
besonders gunstig ist, wenn die molekulare Teilmasse des 
Polyoxypropylen-Blocks B bezuglich des gesamten Triblock- 
Copolymeren A-B-A im Bereich von. 75 bis 95%, insbesondere von 
85 bis 95 % liegt. Es wird. angenommen, dafi im Falle der 
Beachtung der vorstehenden Bedingungen das Hydrophilizi- 
tats/Lipophilizitats-Gleichgewicht (HLB) so eingestellt ist, 
dafi die Struktur in der LDL-Fraktion destabilisiert wird, 
wahrend die Strukturen in den anderen Lipoproteinfraktionen 
(HDL, VLDL und CM) relativ stabii: bleiben, und somit die dort 
enthaltenen Triglyceride zur Bestimmung nicht oder zu einem 
geringeren Ausmafi zur Verfiigung stehen. Folglich ergibt sich 
aus den vorstehend genannten Erkenntnissen, dafi rait der mit 
der Zunahme der molekularen Massenf raktion des POP-Blocks B 
einhergehenden Hydrophobizitat die Selektivitat gegenuber 
LDL-Triglycerid erhOht wird. 

Die Menge des POP-POE-Blockcopolymeren in einem zur Urns etzung 
mit einer Triglycerid-Lipoprotein-haitigen Probe formulierten 
Reagens liegt geeigneterweise ixn Bereich von 0,001 bis 10 
Gew.-%, vorzugsweise von 0,01 bis 5 Gew.-% und insbesondere 
von 0.1 bis 1 Gew.-%. 

Daruber hinaus wurde f estgestellt , dafi sich die Selektivitat 
gegenuber einzelnen Lipoproteinfraktionen: dadurch steigern 
lafit, dafi im Rahmen des erf indungsgemafien Verfahrens die 
Lipoprotein-haltigen Proben ferner mit Mitteln zur Aggre- 
gation von Lipoproteinfraktionen umgesetzt werden. Der Grund 
fur diese Selektivitatssteigerung durch Aggregationsmittel 
wird darin vermutet, dafi die Lipoproteinfraktionen, die von 
dem entsprechend ausgewahlten POP-POE-Material weniger stark 
solubilisiert werden, durch die Aggregation zusatzlich 
stabilisiert werden. 

Beispiele geeigneter Mittel zur Aggregation von Lipoprotein- 
fraktionen schliefien Heparin oder dessen Salz, Phosphor- 
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wolfram-Saure Oder deren Salz, Dextran-Schwef elsaure oder 
deren Salz, Polyethylenglycol> sulf atisiertes Cyclodextrin 
Oder dessen Salz, sulf atisiertes Oligosaccharid oder dessen 
Salz sowie Mischungen davon ein. Beispiele von Cyclodextrin 
schliefien a-Cyclodextrin, p-Cyclodextrin und y-Cyclodextrin 
ein. Beispiele fur das Oligosaccharid schliefien Maltotriose, 
Maltotetraose, Maltopentaose, Maltohexaose und Maltbheptaose 
ein. Als Salze dienen beispielsweise die Natrium-, Kalium-, 
Lithium-, Ammonium- und Magnesium-Sal ze . 

Ein beyorzugtes Aggregationsmittei ist Cyclodextrin oder 
Cyclodextrin-Derivat. Insbesondere beim Einsatz von sulfa- 
tisiertem a-Cyclodextrin hat sich auf vorteilhaf te Weise 
gezeigt, dafi die Selektiyitat hinsicntlich LDL— assoziiertem 
Triglycerid verbessert wird. 

Ein weiteres bevorzugtes Aggregationsmittei ist Dextran- 
Schwefelsaure bzw. dessen Salz Dextransulfat . 
Wieder im Hinblick auf die erf indungsgemafi bevorzugte 
Selektivitat gegentiber LDL-Triglycerid wurde gefunden, dafi 
insbesondere eine Korobination yon sulf atisiertem a-Cyclo- 
dextrin mit Dextransulfat eine gesteigerte Wirkung aufwies. 
Zur UnterstUtzung bzw. Stabilisierung der Aggregation der 
Lipoproteinf raktionen, die durch das spezielle POP-POE- 
oberflachenaktive Mittel nicht spezifisch solubilisiert 
werden sollen; sollten ferner neben dem Aggregationsmittei 
Salze von zwei-wertigen Metallionen eingesetzt werden. 
Beispiele geeigneter 2-wertiger Metallionen sind Magnesium, 
Mangan, Calcium, Nickel und Cobalt, bevorzugt ist Magnesium. 

Die Mengen der ggf . einzusetzenden Aggregationsmittei bzw. 
der Salze zwei-wer tiger Metallionen konnen auf den jeweiligen 
Fall unter Beachtung der gewtinschten Selektivitat hinsicht- 
lich einzelner Lipoproteinf raktionen sowie der Art des 
Aggregationsmittels angepafit werden. Die bevorzugte Gehalts- 
untergrenze ist dabei durch einen gewunschten und sptirbaren 
Stabilisierungseffekt festgelegt, wahrend die bevorzugte 
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Gehaltsobergrenze durch die Vermeidung einer Eintrubung und 
insbesondere die Vermeidung von Prazipitationen festgelegt 
ist, was eine direkte Triglycerid-Bestimmung aus homogener 
Losung verhindern wilrde . 

5 •■ 

Geeignete Gehaltsmengen der vorstehend genannten Bestandteile 
in einem entsprechend formulierten Reagens liegen in folgen- 
den Bereichen: 0, 02 bis 10 mM Heparin rait einem Molekular- 
gewicht von 5.000 bis 20.000 oder dessen Salz, 0,1 bis 10 mM 

10 Phosphorwoifram-Saure mit einem Molekuiargewicht von 4.000 
bis 8.000 Oder dessen Salz, 0,01 bis 5 mMDextran-Schwef el- 
saure bei einem Molekuiargewicht von 10.000 bis 500.000 oder 
0,1 bis 20 mM Dextran-Schwef elsaure bei einem Molekuiarge- 
wicht von 1.000 bis 10.000 bzw. deren Salze, 0,3 bis 100 mM 

15 Polyethylenglycol (PEG) mit einem Molekuiargewicht von 4.000 
bis 25.000, 0,1 bis 50 mM sulf atisiertes Cyclodextrin mit 
einem Molekuiargewicht von 1.000 bis 3.000 bzw. dessen Salz, 
0,1 bis 50 mM sulf atisiertes Oligosaccharid mit einem 
Molekuiargewicht von 400 bis 3.000 oder dessen Salz, spwie 

20 Mischungen davon. Bevorzugt sind 0,03 bis 1 mM Heparin mit 
einem Molekuiargewicht von 14.000 bis 16.000 oder dessen 
Salz, 0,1 bis 3 mM Phosphorwolf ramsaure mit einem Molekuiar- 
gewicht von 5.000 bis 7.000 oder dessen Salz, 0,01 bis 5 mM 
Dextransulfat mit einem Molekuiargewicht von 150.000 bis 

25 250.000 oder dessen Salz, 0,1 bis 10 mM Dextranschwef elsaure 
mit einem Molekuiargewicht von 1.000 bis 5.000 oder dessen 
Salz, 1,0 bis 50 mM PEG mit einem Molekuiargewicht von 5.000 
bis 22.000, 0,1 bis 10 mM sulf atisiertes Cyclodextrin mit 
einem Molekuiargewicht von 1.000 bis 2.000 oder dessen Salz, 

30 0,1 bis 10 mM sulf atisiertes Oligosaccharid mit einem 

Molekuiargewicht von 400 bis 2.000 oder dessen Salz, sowie 
Mischungen davon. 

Die Konzentration des Salzes von divalenten Metallionen 
betragt geeigneterweise 0,1 bis 50 mM, vorzugsweise 1 bis 5 
35 mM. 
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10 

Die weitere MaBnahme b) die's erf indungsgemafien Verfahrens 
besteht in der DurchfUhrung einer Triglycerid-Bestimmungs- 
methode. Hierfiir konnen an sich bekannte und beispielsweise 
die in den eingangs genannten, herkommlichen Lipoprotein- 
5 Triglycerid-Bestimmungsverfahren eingesetzten Bestimmungs- 
methoden angewandt werden. Dabei wirkt sich der Einsatz der 
ublicherweise durchgefuhrten enzymatischen Bestimmungs- 
methoden ■ fur das . erf indungsgemafie Konzept vorteilhaft aus . 
Denh die dafiir eingesetzten Enzyme vermogen einerseits das 

10 Triglycerid in den spezifisch destabilisierten bzw, .solu- 
bilisierten Lipoproteinfraktionen zu erreicben ; und damit zu 
reagieren (was in erster Linie die v enz^atische , Spaltung von 
Triglycerid unter Bildung von ; .Glycerin : ,betrif f t) , . wohingegen 
die riicht vorrangig solubilisierten und ggf. : durch Aggrega- 

15 tiohsmittel zusatzlich stabilisierten.Lippproteinf raktionen 
das dort assoziierte Triglycerid vor der enzymatischen 
Reaktion schiltzen. 

Das enzymatische Spalten erfolgt zweckmaBigerweise mit Hilfe 
20 von Lipase 6der einer Esterase. , Das dadurch freigesetzte 
Glycerin kann durch erizymatische photometrische Tests und 
insbesondere mittels Farb-Nachweisreaktionen bestimmt und 
quantifiziert werden. Ein Oberblick. Uber kommerziell erhalt- 
liche Tests zur Durchfuhrung der Triglycerid-Bestiinmung wird 
25 gegeben von A. Bruckner und M. Moret in J. Clin. Chem. Clin. 
Biochem., Vol. 21, S. 97-106 (1983). , 

Erfindungsgemafi hat sich eine Bestimmungsmethode als 
besonders sensitiv erwiesen, die darin besteht, da£ das wie 

30 zuvor beschrieben freigesetzte Glycerin bestimmt wird durch 
enzymatische Reaktion mit den Enzymen Glycero-Kinase und 
Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase, wodurch ein reduzierter 
Akzeptor von Reduktons-Oxidations-Aquivalenten, wie NAD oder 
FMN, gebildet wird, welcher dann seinerseits durch eine 

35 Nachweisreaktion bestimmt wird. 
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Als empf indliche Nachweisreaktion empf iehlt sich die Durch- 
fiihrung einer Farbreaktion, bei der der reduzierte Akzeptor 
von Reduktions-ZOxidationsaquivalenten wie NADH bzw. FMNH 2 
ttber einen Elektrorienkoppler ein Farbstoff reduziert wird, 
5 dessen reduzierte Form photometrisch durch die entsprechende 
Absorptionswellenlange bestimmt werden kann. Als Elektronen- 
koppler eignet sich beispielsweise das Enzym Diaphorase oder 
das synthetische Phenacinmethosulfat. Beispiele von Farb- 
stoff en sind Tetrazoliumsalze, wie Tetrazolium-Blau, Nitro- 

10 blau-Tetrazolium (NBT) / Tetrazolium-Violett, Tetrazolium- 
Purpur und 2- (p-Iodphenyl) -3- (p-nitrophenyl) -5-phenyl 
Tetrazoliiimchlorid (INT) . Diese Farbstoffe reagieren unter 
Forma zanbil dung zu Farbstoff en, welche t*ei der entsprechenden 
Absorptionswellenlange photometrisch bestimmt \ind quant if i- 

15 ziert werden kSnnen, im Fall von NBT oder INT beispielsweise 
bei 570 rati. 

Andere Beispiele, insbesondere im Hinblick auf einehohe 
Sensitivitat, schliefien f luorometrische und luminometrische 
Bestimmungen ein. 

20 

Eine weitere Sensitivitatssteigerung im Zusammenhang mit der 
Durchftihrung der Triglycerid-Bestimmung^methopie wird dadurch 
erhalten, daB die enzymatische Reaktion mit dem f reigesetzten 
Glycerin zusatzlich den . Einsatz der Enzyme Triosephosphat- 

25 Isomerase und Glyceraldehyd r 3-Phosphat-Dehydrogenase ein- 
schliefit. Die Sensitivitatssteigerung ergibt sich dadurch, 
dafi pro freigesetztem MolekUl Glycerin nicht nur ein, sondem 
zwei Molekiile reduzierter Reduktions-/Oxidationsaquivalent 
erzeugt werden. Dadurch stehen entsprechend pro freigesetztem 

30 Glycerinmolektil zwei Molekiile reduzierter Reduktions-/ 

Oxidationsaquivalente, wie NADH und FADH, zur Verfttgung, was 
folglich auch die Nachweis-Sensitivitat verdoppelt. 



35 



Ein besonderer Vorteil der Erfindung ergibt sich daraus, dali 
sowohl die Umsetzung von Triglycerid-haltigem Lipoprotein mit 
dem speziellen POP-POE oberf lachenaktiven Mittel (Mafcnahme 
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a) ) als auch die Durchfiihrung der Triglycerid-Bestimmungs- 
methode (Mafinahme b) ) gleichzeitig ablauf en gelassen werden 
konnen. Dadurch wird das herkommlich notwendige zweistufige 
Verfahren auf ein einstufiges Verfahren reduziert. Ferner, 
sind keine arbeits- und zeitraubenden Fraktionierungsschritte 
mehr erf brderlich; die inkubation gemafi Mafinahme a) . und die 
Triglycerid-Bestimmung gemafi Mafinahme b) k6rinen gleichzeitig 
Oder zumindest zeitlich uberlappend in einem Ansatz erfplgen. 
Wird gemafi der bevorzugteh AusfUhrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung zur Selektivitatssteigerung ein Mi ttel zur Aggre- 
gation von Lipobroteinen und ggf . ferner das Salz v P n zwei-, 
wertigfeh Metallidnen verweridet, so hat es sich jedoch ; als :i 
zweckmafiig erwiesen, zunachst diese Bestandteile.mit der zu 
bestimmendeh Probe kurz zu inkubieren (beispielsweise fur r ein 
paar Minuten) , und erst danach zu diesem Ansatz das spezielle 
POP-POE oberflachenaktiven Mittel sowie die Reagentien zur 
Triglycerid-Bestimmung zuzugeben. Nach einer weiteren Inku- 
bationszeit vori einigen Mihuteh kann dann die entsprechende . , 
Detektion, beispielsweise die beschriebene photometrische 
Bestimmung, erfolgen. 

Die inkubation zur selektiveh Zuganglichmachung bzw. 
Freisetzung von Triglycerid aus spezifischen Lipoprotein- 
fraktionen sowie die gieichzeitige bzw. anschliefiende 
Durchf tthrung der Triglycerid-Bestimmungsmethode erfolgt in 
einem geeigneten Puf f ersystem, welches vorzugsweise einen pH- 
Bereich von 5 bis 9 und insbesondere von etwa 6,5 bis 9 
puffert. Geeignet ist beispielsweise ein Glycilglycin-Puf fer 
Oder ein Tris-Puffer in einer Konzentration von 5 bis 500 mM. 
FUr die enzymatischen Reaktionen werden daruber hinaus ge- 
eigneterweise ein Donor energiereicher Phosphatgruppen, wie 
ATP (z.B. 0,1 mM bis 50mM ATP), ein Calciumionen-Chelator wie 
EDTA (z.B. 0 bis 5 mM EDTA) und Magnesiumsalz wie MgCl 2 (z.B. 
1 mM bis 50 mM) eingesetzt. 
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Zur praktischen Durchfuhrung 3 des erf indungsgemaBen Verfahrens 
wird die Triglycerid-assoziierte, Lipoprotein-haltige bio- 
logische Probe, die in der Regel aus einer Blutprobe (Serum 
oder Plasma) oder einer Urinprobe besteht, unter einer 
5 angemessenen Verdunnung, die etwa im Bereich von 0,1:100 bis 
10:100 und insbesondere im Bereich = von 0,5:100 bis 2:100 
liegt, mit dem die zuvor beschriebenen Bestandteile 
enthaltenden Reagens gemischt . Beim bevorzugten Einsatz der 
Aggregationsmittel und ggf. der zwei-wertigen Metallionen 
-10 wird zunachst eine VerdUnnungsmischung mit dem diese 

Bestandteile enthaltenen Reagens in der zuvor beschriebenen 
Weise hergestellt und kurz. inkubiert, wonach dann das Reagens 
mit den fur die MaBnahmen a) und b) beschriebenen Mitteln 
zugegeben wird. 

15- :; ' ' ■ ■ ■ 

Die Erfindung stellt ferner einen zur Durchftihrung des 
erf indungsgemaBen Verfahrens besonders angepaBtes Diagnostik- 
Produkt zur VerfUgung, welches - in - mindestens einem Reagens 
des Diagnostik-Produkts - als Bestandteil a) (entsprechend 

20 VerfahrensmaBnahme a) ) das zuvor beschriebene, spezielle 

oberfiachenaktive Mittel sowie als Bestandteil b) (entspre- 
chend VerfahrensmaBnahme b) ) das. bzw. die beschriebene (n) 
Mittel zur Bestimmung von Trigiycerid umf aBt . Hinsichtlich 
der Beschreibuhg des Bestandteils a) sowie des Bestandteils 

25 b) kann auf die obige Beschreibung der entsprechenden 
Verfahrensmafinahmen verwiesen werden. 

Damit in vorteilhaf ter Weise die Inkubation mit dem ober- 
flachenaktiven Mittel und die Inkubation zur Triglycerid- 
30 Bestimmung gleichzeitig ablaufen, ist das Diagnostik-Produkt 
vorzugsweise als Kit ausgestaltet , und die Bestandteile a) 
und b) sind dabei in einem Reagens oder zwei Reagenzien des 
Diagnostik-Kits zusammengef aBt . 

35 In einer bevorzugten Ausgestaltung des Diagnostik-Produkts 
enthalt dieses ferner als weiteren Bestandteil Mittel zur 
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Aggregation von Lipoproteinf raktionen sowie ggf. ein Salz 
zwei-wertiger Metallionen. Auch insoweit kann auf die obige 
Beschreibung Bezug genommen werden. Das bzw. die Mittel zur 
Aggregation und ggf. das Salz zwei-wertiger Metallionen ist 
bzw. sind vorzugsweise in einem Reagens des Diagnostik-Kits 
enthalten, welches von dem die vorstehend genannten 
Bestandteile. a) und b) umfassenden Reagens verschieden , ist. 
Dies erlaubt das oben beschriebene, vorteilhafte Vorziehen 
der Inkubation der zu bestimmenden Probe mit den stabili- 
sierenden Aggregationsmitteln, bevor das Umsetzen mit dem 
speziellen bberf lachenaktiven Mittel und die ggf I, gleich- 
zeitige Durchftihrung der Tfiglycerid-Bestimmung angeschlossen 
wird. 

Die vorliegende Erfindung zeichnet sich durch eine hohe 
Selektivitat gegenuber Lipoproteinfraktioneni in homogener, 
flttssigef Phase aus . Dies gilt insbesondere fUr die selektive 
Bestimmuhg von LDL-Triglycerid unter: den oben beschriebenen 
Bedihgungen. 

Bei einem Vergleich mit herkbmmlichen Bestimmungsverf ahren 
wurde festgestellt, dafi die durch die Erfindung erhaltenen 
Ergebnisse sehr gut mit denjenigen des Stands der. Technik 
korrelieren. Jedoch reicht erf indungsgemafi eine kleine Menge 
der zu unter suchenden' Probe aus, und das spezifische Lipo- 
protein-assoziierte Trlglycerid kann in kurzer Zeit von 
bereits wenigen Minuten bestimmt werden. Ferner kann die 
Bestimmung direkt aus der homogenen Phase erfolgen, so dafi 
zweistufige Prozesse, die aufwendige Fraktionierungsschritte 
einschliefien, nicht mehr erforderlich sind. 

Die vorliegende Erfindung eignet sich daher ausgezeichnet fur 
die einfache und zuverlassige Routinediagnostik und dtlrfte 
leicht einer Automatisierung zuganglich sein. Als diagnosti- 
sche Moglichkeit bietet sich in erster Linie der Einsatz des 
erfindungsgemafien Verfahrens bzw. Diagnostik-Produkts zur In- 
vitro-Diagnose oder Risikoerf assung von Gef afierkrankungen an. 



.10 
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In diesem Zusammenhang sind 'insbesondere zu nennen die 
Erfassung von LDL-Triglyceriden als universeller 
Risikoindikator fur die koronare Herzkrankheit, ferner fur 
die diabetische Makro- und Mikro-Angiopathie und als 
Indikatbr fur atypisch zusammengesetzte LDL (Typ III 
Hyperlipoproteinamie nach Fredrickson) . 

Die Erfindung wird nachstehend anhand folgender Beispiele 
naher erlautert. 

Beispiel 1 

Zur selektiven Bestimmung von LDL-Triglycerid wurde zunachst 
ein Reagens mit folgenden Bestandteilen formuliert. 



POP-POE-Triblock-Copolymer, Molekulargewicht 4.500, POP- 
Jtoteil 90 Gew.-%:0,1 Gew.-% 
Lipase: 10 kU/1 
Glycerokinase: 4,8 kU/1 
20 Glycerol- 3-Phosphat-Dehydrogenase : 48 kU/1 
Triosephosphat-Isomerase: 300 kU/1 
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase: 24 kU/1 

Diaphorase: 4,8 kU/1 
ATP : 5 mM 
25 NAD: 5 mM 

EDTA:' 0, 5 mM 
4-NBT: 3 mM 

Glycylglycin-Puffer: (pH 7,5) : 0,2 M, auf 100 Gew.-% 
aufgefUllt. 

30 

Zu 400 uL dieses Reagens wurden 4 uL einer Serumprobe 
zugegeben und fur 5 min bei 37 °C inkubiert. Der sich zu 
diesem Zeitpunkt gebildete Farbstoff wurde bei 570 nm 
photometrisch bestimmt. 
35. Zur Quantifizierung wurde daneben eine Standardisierungs- 

messung durchgefiihrt . Hierfilr wurde eine definierte Menge von 



10 
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durch Ultrazentrifugation isoliertem LDL-Triglycerid 
vorgegeben (5 g/1) und mit isotonischer Kochsalzlosung' (0,9 
Gew.-%) in einer festgelegten Verdunnungsreihe bis zu einer 
Verdiinnung von 1:10 verdunnt. Die jeweiligen Verdunnungen 
wurden analog zur zuvor beschriebenen Vorschrift gemessen. Es 
ergab sich innerhalb der angelegten Verdilnnungsreihe eine 
lineare Standardkurve . 

Ferner wurde zur spezifischen Quaritif izierung von LDL- 
Triglycerid aus der Serumprobe das Gesamt-Triglycerid 
bestimmt ranter Verwendung eines kommerziell erhaitlichen 
Serum-Triglycerid-Tests . 



Bei einem Vergleich mit herkommlichen, zweistufigen 
Bestimmungsverf ahren wie der Ultrazentrifugation und der 
15 Prazipitationstechnik ergaben sich ausreichend uberein- 
stimmende Werte durch das erf indungsgemafie Verf ahren. 



20 



Beispiel 2 



Beispiel 1 wurde auf die gleiche Weise wiederholt mit der 
Ausnahme, dafi anstelle des dort eingesetzten POP-POE-Block- 
Copolymeren ein solches mit einer molekularen Teilmasse des 
POP-Blocks bezuglich des gesamten Block-Copolymeren von 
25 70 Gew. -% verwendet wurde. 

Das erhaltenen Ergebnis zeigte, dafi zwar die Reaktivitat der 
Triglycerid-Bestimmung hinsichtlich der spezifischen LDL-Art 
ebenso gut war wie im Beispiel 1, dafi jedoch eine - wenn auch 
geringe - Reaktivitat gegenuber anderen Lipoprotein-Arten zu 
30 beobachten war. Folglich war die Selektivitat hinsichtlich 
der LDL-Triglycerid-Bestimmung zwar invmer noch praktisch 
akzeptabel, jedoch etwas schlechter als im Beispiel 1. 



35 
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Beispiel 3 

Zunachst wurde ein erstes Reagens mit den folgenden 
Bestandteilen formuliert: 
5 Sulfatisiertes a-Cyclodextrin: 0,5 idM 

Dextransulfat (Molekulargewicht 200.000): 1 mM 
MgCl 2 : 2,5 mM 

Glycylglycin-Puffer (pH 7,2): 0,2 M, auf 100 Gew.-% 
aufgefiillt . 

10 

Zur Durchfiihrung der spezifischen LDL-Triglycerid-Bestimmung 
wurden 4 der Serumprobe zu 300 pL . dieses Reagens 
zugegeben, und die Mischung wurde filr 5 min bei 37 °C 
inkubiert. Dann wurden 100 pL eines zum Beispiel 1 analogen 

15 Reagens, wobei die Konzentration der Reagensbestandteile 

aufier derjenigen des Puffers vi^rmal hoher war, zugesetzt und 
wieder fiir 5 min inkubiert. Die Messung des LDL-Triglycerids, 
der Vergleich zu der Standardkurve und die Gesamt-Serum- 
triglycerid-Messung erfolgte auf die gleiche Weise wie im 

20 Beispiel 1 beschrieben. 

Die erhaltenen Resultate ergaben eine noch bessere 
Obereinstimmung mit den herkSmmlichen, zweistuf igen 
Triglycerid-Bestimmungsverfahren und somit eine noch bessere 
25 Selektivitat der LDL-Triglycerid-Bestimmung . 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung von in Lipoprotein enthaltenem 
Triglycerid mit den folgenden MaBnahmen: 

a) Umsetzen von Triglycerid-haltigem Lipoprotein mit einem 
nicht-ionischen oberf l&chenaktiven Mittel, welches aus 
einem Block-Copolymeren von Propyl enoxid und Ethylenoxid 

aufgebaut ist, und 

b) Durchfiihren einer Triglycerid-Bestimmungsmethode . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
es zur selektiven Bestimmung von LDL-Triglycerid dient. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB es in homogener Losung erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Block-Copolymer ein A-B-A 
Triblock-Copolymer von Polyoxyethylen-BlBcken A und zentralem 
Polyoxypropylen-Block B verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
zur selektiven Bestimmung von LDL-Triglycerid das 
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Molekulargewicht des Polyoxypropylen/Polyoxyethylen-Triblock- 
Copolymeren A-B-A im Bereich von 1000 bis 8000 liegt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
5 die molekulare Teiimasse des Polyoxypropylen-Blocks B 

beztiglich des gesamteh Triblock-Copolymeren A-B-A im Bereich 
von 75 bis 95 Gew.-% liegt. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, 

- 10 dadurch gekennzeichnet, daii die Ums'etzung gemSB Mafinahme a) 

und die Triglycerid-Bestimmung gemaB Mafinahme b) gleichzeitig 
erfolgen. 

8. Verfahren hach einem der vorangehenden Anspriiche, 
15 dadurch gekennzeichnet/ dafi 'die Triglycerid-haltigen 

Lipoproteine ferrier mit Mitteln zur Aggregation von 
Lipoproteinf raktionen umgesetzt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8> dadurch gekennzeichnet, daB 
20 als Mittel zur Aggregation von Lipoproteinf raktionen 

Cyclodextrin oder Cyclodextrin-Derivat verwendet wird. 

10. Verfahren hach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
sulfatisiertes a-Cyclodextr in verwendet wird. 

25 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dafi - ggi. zusatzlich - Dextran-Schwef elsaure 
bzw. dessen Salz als Mittel zur Aggregation von 
Lipoproteinf raktionen verwendet wird. 

30 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Umsetzung mit dem Aggregationsmittel 
in Gegenwart von zwei-wertigen Metallionen erfolgt. 
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13. Verfahren nach einem der Ansprtiche 8 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Umsetzung mit dem Aggregationsmittel 
vor den MaBnahmen a) und b) erfolgt. 

5 14. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprtiche, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Bestimmung von Triglycerid 
gemaB MaBnahme b) das enzymatische Spalten von Triglycerid 
und das Bestimmen des dadurch f reigesetzten Glycerins umfaBt. 

10 15. Verfahren; nach Anspruch .14, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das enzymatische Spalten mi thilfe von Lipase oder einer 
Esterase erfolgt. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch 

15 gekennzeichnet, daB das f reigesetzte Glycerin bestimmt wird 
durch enzymatische Reaktion mit den Enzymen Glycero-Kinase 
und Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase, wodurch ein, 
reduzierter Akzeptor von Reduktions-/Oxidationsaguivalenten 
gebildet wird, welcher durch eine I«achweisreaktion bestimmt 

20 wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB 
der enzymatischen Reaktion ferner die Enzyme Triosephosphat- 
Isomerase und Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

25 zugesetzt wird. 

18. Diagnpstik-Produkt zur Bestimmung von in Lipoprotein 
enthaltenem Triglycerid mit folgenden Bestandteilen: 

a) ein nicht-ionisches oberf lachenaktives Mittel, welches aus 
30 einem Block-Copolymeren von Propylenoxid und Ethylenoxid 

aufgebaut ist, und 

b) Mittel zur Bestimmung von Triglycerid. 

19. Diagnostik-Produkt nach Anspruch 18, dadurch 

35 gekennzeichnet, daB es zur selektiven Bestimmung von LDL- 
Triglycerid dient. 
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20. Diagnostik-Produkt nach Anspruch 18 oder 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Bestandteil a) als Block-Copolymer 
ein A-B-A Trib lock- Copolymer von Polyoxyethylen-Blocken A und 

5 zentralem Polyoxypropylen-Blbck enthalt. 

21. Diagnostik-Produkt nach Anspruch 20, dadurch 
gekennzeichnet, daB zur selektiven Bestimmung von LDL- 
Triglycerid das Molekulargewicht des Polyoxypropylen/ 

" 10 Polyoxyethylen-Triblock-Copolymeren A-B-A im Bereich von 1000 
bis 8000 liegt 

22. £>iagnostik-Produkt nach Anspruch 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB die molekulare Teilmasse des 

15 Polyoxypropylen-Blocks B beztiglich des gesamten Triblock- 
Copolymeren A-B-A im Bereich von 75% bis 95 Gew.-% liegt- 

23. Diagnostik-Produkt nach einem der Ansprttche 18 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Bestandteile a) und b) in 

20 einem Reagens eines Diagnostik-Kits zusammengef afit sind. 

24. Diagnostik-Produkt nach einem der Anspriiche 18 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB es als weiteren Bestandteil 
Mittel zur Aggregation von Lipoproteinf raktionen enthalt. 

25 

25. Diagnostik-Produkt nach Anspruch 24, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Mittel zur Aggregation von 
Lipoproteinfraktionen Cyclodextrin oder Cyclodextrin-Derivat 
enthalten ist. 

30 

26. Diagnostik-Produkt nach Anspruch 25, dadurch 
gekennzeichnet, daB sulf atisiertes a-Cyclodextrin enthalten 
ist. 

35 27. Diagnostik-Produkt nach einem der Anspriiche 24 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, daft - ggf. zusatzlich - Dextran- 
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Schwefelsaure bzw. dessen Salz als Mittel zur Aggregation von 
Lipoproteinfraktionen enthalten ist. 

28. Diagnostik-Produkt nach einem der Anspruche 24 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zusatzlich zu dem Mittel zur 
Aggregation von Lipoproteinfraktionen zwei-wertige 
Metallionen enthalten sind. 

29. Diagnostik-Produkt nach einem der Anspruche 24 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der das bzw. die Aggregations- 
mi ttel und ggf. die zwei-wertigen Metallionen enthaltende 
Bestandteil in einem von dem die Bestandteile a) und b) 
enthaltenden Reagens verschiedenen Reagens eines Diagnostik- 
Kits enthalten ist. 

30. Diagnostik-Produkt nach einem der Anspruche 18 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der Bestandteil b) ein Enzym zum 
Spalten von Triglycerid sowie ubliche Mittel zum Bestimmen 
von Glycerin umf afit. 

31. Diagnostik-Produkt nach Anspruch 30, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Enzym zum Spalten von Triglycerid 
Lipase Oder eine Esterase ist. 

32. Diagnostik-Produkt nach Anspruch 30 oder 31, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Mittel zur Bestimmung von 
abgespaltenem Glycerin die Enzyme Glycero-Kinase und 
Glycerol- 3-Phosphat-Dehydrogenase sowie einen reduzierten 
Akzeptor von Reduktions-/Oxidationsaquivalenten umf afit. 

33. Diagnostik-Produkt nach Anspruch 32, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Mittel zur Bestimmung von Glycerin 
ferner die Enzyme Triosephosphat-Isomerase und Glyceraldehyd- 
3-Phosphat-Dehydrogenase umf afit . 



WO 99/31512 PCT/EP98/08253 

23 

34. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Ansprtiche 1 
bis 17 oder eines Diagnostik-Produkts nach einem der 
Ansprtiche 18 bis 33 zur In-vitro-Diagnose oder 
Risikoerf assung von Gef afierkrankungen. 
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